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膝痛消方对膝关节软骨细胞凋亡和增殖的影响
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【Abstract】 Objective: To investigate the effects of the Xitongxiao prescription on the cell proliferation and the inhibition of IL-
1β-induced apoptosis of chondrocytes. Methods: To identify chondrocytes, the articular chondrocytes were cultured in vitro; staining 
with alcian blue was used to detect the protein polysaccharide, and staining with collagen immunofluorescence was used to examine the 
expression of type II collagen in chondrocytes. The proliferation of chondrocytes was determined by MTS. Apoptosis of chondrocytes was 
induced by IL-1β, and the effect of apoptosis was tested by Annexin V/PI double staining. Results: The morphology of the cells obtained 
from the knee joint was polygonal or fusiform. The tested results of Alcian blue and collagen immunofluorescence staining were positive. 
These together certified that the isolated cells were knee chondrocytes. MTS assay results showed that the detected OD values were dose-
dependently increased and they were significantly higher than those of the control group. In addition, the apoptosis of chondrocytes 
was induced by IL-1β treatment. While the extract of the Xitongxiao prescription could effectively inhibit the IL-1β-induced apoptosis 
of chondrocytes. Conclusion: The Xitongxiao prescription could promote the proliferation of chondrocytes and inhibit the apoptosis 
of chondrocytes induced by IL-1β. The above findings may provide one of pharmacological mechanisms of the Xitongxiao for clinical 
treatment of knee osteoarthritis. 
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风 6g，荆芥 10g，艾叶 20g，红花 10g，丹参 10g，盐巴戟天
10g，牛入石 15g，入骨丹 10g，等，粉碎机粉碎之后放入回






中浸泡 5min，转移到无菌操作台操作。用灭菌 1×PBS 冲洗掉
多余的血液，用眼科剪和眼科镊去掉多余的肉块，露出关节部
分，刮离关节处未骨化的透明软骨，放入盛有 1XPBS 的培养
皿中。用 PBS 洗 3 次，用眼科剪将软骨块剪碎，转移到另一培
养皿中，加入适量Ⅱ型胶原酶（0.1%），充分吹打混匀，放于
37℃培养箱内消化 4h。消化后用 150 目不锈钢滤网过滤细胞悬
液，以适当密度接种于含 10% FBS、双抗（青霉素 100U/mL 和链
霉素 100U/mL）的 DMEM 培养基中。当细胞长至密度约 90%
时，用 0.25% 胰酶及 0.05% EDTA 消化细胞进行传代培养。
2.2.2 阿利新蓝染色
将软骨细胞以适当的密度接种于 3.5cm 细胞培养皿中，
待细胞贴壁后，去除培养液，用 PBS 洗 3 次。4% 多聚甲醛
室温下固定 1h，PBS 洗 3 次，加入 1mL 1% 阿利新蓝染液（配




胞爬片，PBS 清洗 3 次，4% 多聚甲醛室温固定 1h，PBS 清
洗，加穿膜液（0.1%triton X-100 ＋ 0.1M Glycine，in PBS），
冰上 30min。PBS 清洗，5 mg/mLBSA 室温封闭 1h。加一抗
COL2A1（1 ︰ 50）室温孵育 3 h，加 FITC 标记二抗（1 ︰
50）室温黑暗孵育 3h。PBS 清洗，DAPI（1 ︰ 100000）室温
15 min 染核。室温封片过夜。共聚焦显微镜下观察并拍照。
2.3 MTS 检测细胞增殖
消化收集细胞，计数，以 7500 个 / 孔的细胞密度接种于 96
孔板中。37℃细胞培养箱中培养 24 h，分别加入含 1、15、30μg/
mL 药物的 DMEM（含 10%FBS）中。同时设置调零孔（DMEM、
MTS）、对照孔（细胞、DMEM、MTS、相同浓度的 DMSO）。
药物作用 72h 后，每孔加入 10μLMTS，37℃细胞培养箱中孵育，
每隔半小时用酶标仪 492nm 测一次，直至最大值超过 0.8。




加入含相同量的 DMSO。作用 24h 后，用不含 EDTA 的胰酶
消化收集细胞，用 PBS 重悬计数。取适当的细胞，加入 200 
μL 稀释的结合液，后加入 5μL Annexin V-FITC，混匀后加入
5μL PI，室温避光孵育 15min，用流式细胞仪检测。
2.5 统计学处理
实验数据用（ ）表示。采用 GraphPad Prism 5.01 统
计软件进行分析，Student T- 检验用于药物处理组和空白对照
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3.2 膝痛消促进软骨细胞增殖
软骨细胞以不同浓度（1，15，30g/mL）的膝痛消方水提
物（XTX-0）作用 72h 后，增殖能力显著增强（P ＜ 0.5，P
＜ 0.01）。说明膝痛消能够促进软骨细胞的增殖，并且该增殖
能力呈现浓度梯度依赖性（图 3）。





























KOA 发展过程中软骨细胞凋亡异常增多有关 [11]。在 KOA
中，细胞因子 IL-1β 受创伤、自由基等的刺激分泌增多，通
过调控软骨细胞内多种细胞分子诱导软骨细胞凋亡，对软骨
细胞凋亡起着关键作用，是 KOA 的重要病因之一 [12]。本实
验利用 IL-1β 刺激软骨细胞，诱导其凋亡，利用 Annexin V/










































采用统计软件 SPSS 13.0 分析处理所有数据，采用百分数




经治疗，对照组治愈 19 例，有效 18 例，无效 3 例，治
愈率为 47.50%；治疗组治愈 29 例，有效 10 例，无效 1 例，
治愈率为 72.50%；两组治疗总有效率比较差异显著，有统计
学意义（P ＜ 0.05）。见表 1。 
表 1 两组疗效比较（n，%）
组别 痊愈 有效 无效 治愈率
对照组 19 18 3 47.50
治疗组 29 10 1 72.50
2.2 两组复发情况比较
随访观察 6 ～ 12 个月，对治疗组 29 例患者中未出现复
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